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はじめに
　2001 年に、国際ヒトゲノム配列決定コンソーシアム
はヒトゲノムの配列ドラフト版を発表した（1）。それ以
後、より精度の高い配列情報に書き換える努力が続けら
れ、2004 年 10 月ヒトゲノムの 99% をカバーするほぼ
完全な配列情報が示された（2）。ポストゲノムシークエ
ンス時代では今までのように遺伝子を個々にとらえるだ
けではなく、ゲノム中に埋没しているすべての遺伝子の
機能とそのネットワークの網羅的解明に主眼がおかれる
ようになる。つまり、世界中の興味はゲノム構造学から
網羅的ゲノム機能学へ移行している。ヒトゲノム情報の
解読にともない、ゲノム医学研究は特に加速すると期待
される。ゲノム医学研究の進展は、疾患を引き起こす分
子メカニズムの解明や遺伝子情報に基づく診断法や治療
法の開発に寄与することは確実である。
　我々はゲノム研究（遺伝子研究）に関して必須となる
2 つの項目を手にする事ができた。一つは、2003 年 10
月より公開されているヒトゲノムシークエンスの莫大な
情報であり、もう一つは、DNA マイクロアレイ（DNA
チップ）と呼ばれる網羅的な遺伝子発現解析の基盤テク
ノロジーである。DNA マイクロアレイはスライドガラ
ス上に多数の cDNA クローンや合成オリゴ塩基を整列化
したものであり、核酸の競合的ハイブルダイゼーション
により遺伝子 (mRNA) の発現程度を定性的に解析するも
のである（文献 3-5）。最近では、異種産業界からの技術
移入も盛んに行われており、マイクロアレイ関連機器の
充実ぶりには驚かされる。
　mRNA の発現プロファイルを総合的に解析し収集
する新しい学問分野は、転写 ( トランスクリプション；
transcription) によって細胞内に蓄積したメッセンジャ
ー RNA の量を網羅的に調べるという意味で「トランス
クリプトーム（transcriptome）」と称されている。特
に、マイクロアレイ解析技術を駆使した「トランスクリ
プトーム学」はゲノム科学において完全に定着し、急速
な発展が認められる。特に体系的遺伝子発現解析は、癌
研究において標的遺伝子の探索や新しい診断法として有
効である。従来のひとまとめにされていた疾患の多様性
を、個々の症例における遺伝子発現の違いから分子生物
学的に区別することを可能にした点で画期的なテクノロ
ジーであり、現在の「癌ゲノム研究」の中心を担ってい
る。機能ゲノム学講座ではこれまでに癌解析用自家製マ
イクロアレイを独自に作製し、培養細胞や肝臓癌・胃癌
の検体を用いた標的遺伝子群の探索を行ってきた。今回、
これまでのマイクロアレイの解析ノウハウを活かし、肺
癌における大規模臨床研究を行った（6-10）。
　現在、肺癌は多くの先進諸国において、癌死亡原因
の第一位である。2003 年度、日本での肺癌による死者
が 5 万 5 千人を超え、癌による死亡者の２割を占めるに
至った。肺癌による男性の死者数がはじめて４万人を超
え、女性においても胃癌、大腸癌に次ぐ３位となってい
る。肺癌は大きく分類して小細胞癌と非小細胞癌に分け
ることができ、その 80-85％を占める非小細胞癌は、小
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要　旨
　ゲノム医学研究の進展は、疾患を引き起こす分子メカニズムの解明や遺伝子情報に基づく診断法や治療法の
開発に寄与することは確実である。癌研究において、DNA マイクロアレイを用いた遺伝子発現解析は、これま
での病理学では分類なし得なかった病態分類を可能にする方法論としてその有効性を存分に示している。これ
までに機能ゲノム学では、自家製マイクロアレイを用いて、胃癌や肝癌などの標的遺伝子の探索を行ってきた
（1-5）。本 COE 研究においては、これまでの解析経験を活かし、大規模な臨床検体を用いた（臨床検体 50 例以上）
解析から遺伝子発現解析法の有効性を確かめることを目的とした。今回の解析は、臨床検体の準備その他から
原発性肺癌をモデルケースとし解析を行った。
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細胞癌と比べ抗癌剤や放射線に抵抗性を示すものが多く、
その多様な分子病態は術後の治療法の適応や治療法の選
択を困難なものにしている。また、肺癌の主たる死因で
ある遠隔臓器への転移機構の解明とその抑制法の開発は、
今後残された大きな課題であり、ポストゲノムシークエ
ンス時代を迎えた今日、多様な分子病態や転移メカニズ
ムの解明とその臨床応用が強く望まれている。
　近年、肺癌に対する遺伝子発現解析から新たな病型
診断、抗癌剤の感受性予測などの報告がなされている
（11-15）。今回、千葉大学における原発性肺癌切除検体
を用いた遺伝子発現解析を行い、１）遺伝子発現解析に
よる新たな病型診断法の確立。２）リンパ節転移に関わ
る遺伝子群の抽出。の２点について検討を行い、遺伝子
発現解析の有効性を検証した。
対　象
　2002 年 7 月から 2003 年 12 月までに当院で手術を施
行した原発性肺癌のうち、遺伝子発現解析に関して同意
を得た 52 症例、男性 35 例、女性 17 例を対象とした。
術式は肺葉切除が 46 例、二肺葉切除が 4 例、肺全摘が 1
例、区域切除が 1 例であった。術後病理組織診断では腺
癌が 32 例、扁平上皮癌が 12 例、その他が 8 例であった。
リンパ節転移が 31 例に認められた。術後病期は、stageI
が 21 例、StageII が 8 例、stageIII が 23 例であった。
方　法
　肺癌切除標本の腫瘍組織および隣接した正常肺組織か
ら total RNA を抽出し、10,800 種類の遺伝子を搭載し
たオリゴアレイ（Ace Gene）を用いて発現プロファイ
リングを行った。
　アレイから有効データの抽出を行い、Lowess 正規化
を行った後、Permutation test を施行し、関与する遺伝
子を抽出した。これらの抽出遺伝子の重み付けを行い、
最適な遺伝子群を決定するために統計学的解析を行った。
結果および考察
1.  組織特異的な遺伝子発現プロファイルの同定と診断へ
の応用
　肺癌は小細胞癌と非小細胞癌に大別され、さらに非
小細胞癌は主として腺癌、扁平上皮癌、大細胞癌に分類
される。組織型におけるプロファイルの報告としては、
2001 年に Stanford 大学と Harvard 大学がほぼ同時に
発表された（11,12）。それによると、彼らは、肺癌の各
組織型に特徴的な発現プロファイルに成功し、小細胞癌
では神経内分泌分化に関わる ASH1 遺伝子が発現亢進し
ていること、扁平上皮癌では、扁平上皮の分化マーカー
である KRT5 や KRT17 などの遺伝子以外に P73L 遺伝
子の発現が亢進されていることを報告している。最近で
は 2004 年に、愛知がんセンターのグループが、外科的
切除を受けた非小細胞癌の原発腫瘍 50 例を用いた解析
を報告した。彼らのマイクロアレイ解析においても、腺
癌と扁平上皮癌は明瞭に区別されており、各組織に特徴
的な遺伝子の発現を認めている (13)。
　我々も当院で手術を施行した原発性肺癌のうち遺伝子
発現解析に関して同意を得た 52 症例を用いた解析の結
果、腺癌と扁平上皮癌の発現プロファイルの差異が明瞭
に描写された（図 1）。解析に用いた 10,800 種類の遺伝
子のうち、腺癌に関連する遺伝子として 566 遺伝子、扁
平上皮癌に関連する遺伝子として 563 遺伝子が抽出され
た。抽出できた遺伝子の中には他のグループから報告さ
れた遺伝子も多数含まれて折り、我々の解析の信頼性を
裏付けるものである。これらの抽出された遺伝子群は肺
癌の新たな病型診断に関連する因子を含むことが示唆さ
れた。
　さらに我々は、前述した 10,800 種類の遺伝子を用い
て、腺癌と扁平上皮癌を判別する遺伝子の判別器を構築
した。方法は、腺癌とその他組織型を区別する遺伝子セ
ットを signal-to-noise ratio によりランキングを行い、
ランキング上位の遺伝子数を１つずつ増やしていき、最
も推定精度のよい遺伝子セットを leave-one-out cross 
validation を用いた評価により選別した。同様に扁平上
皮癌についても検討を行った。結果は、腺癌、扁平上皮
癌それぞれを判別する遺伝子セットとして 15 遺伝子、
50 遺伝子を抽出した。さらに選別された遺伝子セットの
有効性を検証するため、遺伝子セット選別に用いない症
例を用いて前向き試験による解析を行った。結果は、組
織型判別率は腺癌 91.7%、扁平上皮癌 91.7％という非常
に高い精度で組織型を判別することができた（図 2）。
2、リンパ節転移に関する遺伝子群の抽出
　肺癌に留まらず癌の予後を改善にはリンパ節転移や遠
隔臓器転移の制御が重要であり、分子レベルでの解明が
待たれる。2003 年に、Ramaswamy らによって肺癌を
含む固形癌のリンパ節転移に関わる遺伝子群の存在が発
現解析のデータから示された（14,15）。この報告では、
肺癌、乳癌、大腸癌などの腺癌の原発巣と転移巣を比較
して 128 個の転移遺伝子セットの抽出に成功している。
さらに、肺癌の原発巣を用いた解析から最終的に 17 個
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の転移予測遺伝子セットを示した。このセットを用いる
ことにより、肺癌のみならず、乳癌、前立腺癌、神経髄
芽腫においても、予後不良群と予後良好群の選択が可能
であったと報告している。
　我々もマイクロアレイによる遺伝子発現解析によって
リンパ節転移に関連した特徴的な遺伝子群を抽出するこ
とを試みた。結果は、原発性肺癌症例におけるリンパ節
転移の有無に関連する遺伝子として、23 遺伝子が抽出さ
れた。そのうち 13 の遺伝子がリンパ節転移陽性症例で
高発現であり、10 の遺伝子がリンパ節転移陽性症例で発
現が低下していた。組織型の判別器同様にリンパ節転移
予測システムの構築を行った結果、10 個の遺伝子セット
を用いた場合前向き試験での正答率は 75% であった。現
在、リンパ節転移の判別率の更なる改善を目指し、デー
タの集積、追加解析を行っている。
おわりに
　マイクロアレイを用いた癌研究から臨床に直結する診
断法の開発や治療の標的となる遺伝子の探索へ辿り着け
るか否かは実験デザインに大いに依存している。最近で
はマイクロアレイを用いた癌研究の報告は膨大であり、
単に癌細胞と正常細胞を比べただけでは意味が薄く、如
何に解析データを臨床に還元できるかが重要な課題であ
る。例えば肺癌であれば、ステージＩ、リンパ節転移陰
性であるにもかかわらず早期に再発する症例を見極める
など、現在の臨床マーカーだけでは判断できない問題に
挑戦することが必要である。
　肺癌臨床検体をモデルケースとした大規模な遺伝子発
現解析により、我々は大変有効な情報を得ることができ
た。今回解析できたデータから、今後早期再発や遠隔転
移に関わる遺伝子群の抽出が可能である。また、今回得
られた遺伝子を詳細に検討することにより、（腺癌や扁平
上皮癌特異的遺伝子の探索が可能）、新たな分子標的とな
る可能性が示唆された。COE のテーマである消化器扁平
上皮癌に関しても臨床検体が確保できれば、同様の方法
論により解析可能である。
　マイクロアレイの普及に伴い、猛烈な勢いで解析デー
タが発表されている。その結果、不備の多い論文も多く
見られ、データに対する信頼性も薄らいでいる。このこ
とが強いては遺伝子発現解析による癌の個別診断に対す
る疑念を誘起しているように感じられる。データの信頼
性を上げるには、大規模で緻密な研究デザインや大規模
な追試の問題、他のプラットフォームでの検証など地道
な作業工程が必要である。研究レベルにとどまらず、真
に臨床展開できるまでには多くの時間、労力、研究開発
資金が必要である。そして臨床と基礎研究の緻密な連携
がなにより重要である。
図 1. 遺伝子発現解析に関して同意を得た 52 症例を用いて遺伝子発現解析を行った。解析は 10,800 種類の遺伝子に相
当するオリゴ DNA が搭載された AceGene（日立ソフトウエアエンジニアリング社）を用いた。解析の結果、腺
癌と扁平上皮癌の発現プロファイルの差異が明瞭に描写された。解析に用いた 10,800 種類の遺伝子のうち、扁平
上皮癌に関連する遺伝子として 563 遺伝子（285 遺伝子が扁平上癌で発現亢進、278 遺伝子が発現低下）が抽出
された。図は 52 症例に対して 563 遺伝子の発現プロファイリングを示している。
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図 2. 選別した 15 遺伝子を用いて組織型の判別を行った。図は 52 症例について 15 個の遺伝子を用いて発現解析を行っ
たものである。15 個の遺伝子よって肺腺癌が明瞭に区別できている。この判別器を用いた場合の組織型の正解率
は 88% (46/52) であった。また、誤答率は 4% (2/52) であった。
図 3. 15 個の遺伝子を用いた判別器の有効性を調べるため、判別器構築に用いていない症例で前向き試験を行った。
結果は、組織型判別率は腺癌 92% (11/12) であった。
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